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論 文 内 容 要 旨
抗原抗体反応にっいてはこれまで多 くの研究が重ね られてきたが,抗 原分子と抗体との結合部
位(epi七〇pe)の構造にっいては不明な部分が多 く残されている。Epitope解析が困難な理由の
一っに,同一epitopeを認識する純粋な抗体が得 られなかったことが挙げ られる。ハイ ブリドー
マによる単 クロー ン抗体(mAb)作製法により,この問題 は解決された。Epitope解析の材料 と
して,従来,牛 血清アルブミン(BSA)やヒト血清アルブ ミン(HSA)等のタンパ ク抗原が主
に用いられてきた。BSAは582個のア ミノ酸残基が17個のジスルフィド結合によって9っ の連
続 したループを形成する単一ポリペプチ ド鎖であり,多様なepitopeを含むことが示 されている
が,epitopeの数や交差反応性にっいてまだ多 くの議論がなされている。本研究 においては,抗
BSAmAbを作成 し,BSA分子上の認識ep玉tope解析を行 うと共に,抗BSAmAbの 応用性に
ついて検討 した。
1.抗BSAmAbの 作成 とその性状解析
BSAで免疫 したBALB/cマウスの脾細胞 をマウス ミエローマ株P3×63Ag8.653細胞 とポ リエ
チ レング リコールにて融合 し,出 現 したハ イブ リドーマの培養上清 中 の抗体 活性 をELISAにて
調 べた。その中か らBSAと 強 い結合性 を示す抗体 を産生す るハ イブ リ ドーマ を選 別 し,次 いで
これを限界希釈法 にてクローニ ング した。抗BSAIgG、mAb(AB-3,AB-4,AB-6)を産生 す
る3種 ハイ ブ リドーマクロー ンをそれぞれマ ウスの腹腔 内に移植 して増殖 させ,そ の腹水 を回収
し,硫 安塩析 とイオ ン交換 クロマ トグラフィーにて抗体 を精製 した。
2.結 合 阯 実験1こよるBSA分 子 上のmAb識epitopeの解析
BSAを吸着 したポ リスチ レンビーズに未標識mAb及 び1お1標識mAb(1251-mAb)を加 え,
一定時間反応 させ,緩 衝液で洗浄 した後,ビ ー ズに付 着 した放 射活 性 を測定 した。AB-6は,
1筍1-AB-6及び1葛1-BA-4とBSAとの結 合 を90%以 上 抑制 した。 同様 にAB-4も'笏1-AB-4及び
1葛1-AB-6のBSAへの結合 を90%以上 抑制 した。AB-3は1おLAB-3の結 合 に対 し競合 したが,
AB-6およびAB-4は1ゐ1-AB-3のBSAとの結合 を抑制 しなか った(抑 制効果20%以 下)。 ま た,
抗BSAmAbと 様 々 な動 物 由来 アル ブ ミンとの反応 を調 べた結果,AB-6は ア ル ブ ミ ン濃度
0.2㎎/mlで異種 アル ブ ミンとの交差反応 は認め られなか ったが,AB-4は同濃度 で部 分的 な交差
反応性 を示 した。以上の結果 よりAB-3とAB-4あるい はAB-6は,BSA上 の異 な るepitopeを
認識す るが,AB-4とAB-6は類似 あ るいは隣接 のepitopeを認識す ることが判明 した。
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3.抗BSAmAbを 用 いたsandwichEUSAによるBSAの 定量
MAbを 用 い ることによ り様 々な物質の特異的な微量定量 が可能で あるため,BSA上 の異 な る
epitopeを認識 す るmAbを 用 い,sandwich系によ りBSAの 特 異的 な定 量法 を検討 した。 未知
サ ンプ ル(培 養液 等)中 のBSAを 定 量 す る た め に,3種 の抗BSAmAbを 組 み合 わせ た
sandwichRIA系による定量法を試 みた。まず,抗 体 を吸着 させ たポ リスチ レンビーズを濃度 の
異 なるBSA溶 液 と反応 させ,こ の ビーズを洗 浄後,1お1-mAbと反応 させ,再 洗 浄後 に ビー ズに
付着 した放射活性 を測定 した。その結果,ビ ー ズ上の固相 化AB-3に捕 捉 され たBSAと トレー
サーと して加 えた1篇1-AB-3とは反応で きなか ったが,1器1-AB-4また は'ゐ1-AB-6とは反応 した。
同様 に,BSAは 固相化AB-4また はAB-6に捕 捉 された後 も1篇1-AB-3とは反応で きた。 これ らの
事実 はBSA分 子上 の異 なるepitopeを認識 す る抗体 の組 み合 わせ,例 えばAB-3をトレーサー抗
体 と してAB-6を固相 化抗体 と して組 み合わせ たsandwich系がBSAの 定量 に有効であ る ことを
示 してい る。必1-mAbに変えて,ビ オチ ン化抗体 を用 いたsandwichELISA系で も同様 の結 果
が得 られ,実 際10-1500ng/ml濃度 のBSAの 定量が可能で あった。
4.抗BSAmAb結 合affinitygelによ るサ ンプル中BSAの 除去
細胞培養液 中に添加す る血清 として牛胎仔血清(Fetalcalfserum;FCS)は最 も一般的 な も
ので あるが,主 成分 であ るBSAは 培養液中か らの 目的物質 の精製 に大 きな影 響 を及 ぼす 。 そ こ
で,本 研究 では培養液 か らのBSAの 特異的除去 を検討 した。従来用 い られた方法(例 えば,イ
オ ン交 換 やゲ ル濾過)はBSAの 除去 効率 と除去 特異 的性 に問題 が あ る た め,抗BSAmAb
affinitygelを用 い た サ ンプ ル 中 のBSA除 去 法 を検 討 した 。2-Fluoro-1-methylpyridinium
toluene-4-sulfonate(FMP)活性化 セルロ ファイ ンにAB-6を結合 させ たaffinityge1を作成 し,
溶液中のBSA除 去効果 とその特異性 を検討 した。Affinitygelを等量 のBSA溶 液 あるいはFCS
含有 培地 に加 え,4℃ で12時 間 反応 させ た。遠 心 に よ り上 清 とゲ ル を分 離 し,除 去 効 果 を
sandwichELISAとSDS-PAGEで分析 した。 その結果,affinitygelに結合 したAB-6は1mole
あ たり0.74-1.OmoleのBSAを結 合,除 去す ることが確認 された。同様 にAB-3のaffinitygel
もサ ンプル中か らのBSA除 去 に有効であ ることが示 された。また,本 法 により,BSAの みが特
異的に除去 で き,サ ンプル中の他成分 に対す る影 響 はない とい うこと も確認で きた。
5.MAbによる細胞表面albuminおよびalbuminbindingprotein(ABP)の解析
培養液に含まれる各種成分は細胞の増殖や機能に大きな影響を及ぼす。血清アルブミンは浸透
圧や血管透過性の維持に重要であり,また種々の1igand例えば,脂 肪酸,Ca2+,ステロイ ド,
アミノ酸やホルモ ン等の担体 として働いている。アルブミンは血管内皮細胞表面のalbumin
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bindingprotein(ABP)と結合 し,receptor-mediatedtranscytosisによ り組織 内へ移 行す る。
これ まで,生 体内正常細胞,特 に内皮細胞へ のアル ブミンの結合及 びABPの 存 在 や性 状 が報 告
されて きたが,癌 細胞 への結合 やそのABPの 性状 は解析 されていない。本研究で は抗BSA及 び
抗HSAmAbを 用 い,FCSの 主成分 であ るBSAに 着 目 し,細 胞 表面BSA分 子 を解析,併 せ て
HSAの結合性にっいて も検討 した。 また,ABPをchemicalcross-linking法で分析 した。
(1)抗BSA,抗HSAmAbを用 い,flowcy七〇metryにて癌細胞表面上 の結合albuminの検 出を
行 った。BSAま た はHSA含 有培 地で培養 した各種細胞 を緩衝 液で十 分 に遠心 洗浄 後,mAbと
FITC一標識抗マ ウスIgで染 色 し,FACScanにて解析 した。その結果,癌 細胞表面 にBSAま た は
HSAの存在 が確認 された。量 的に は細 胞株 によ り異 なるが,ま た,培 地 中 のalbumin濃度 や培
養時間の違いに より,細 胞表面 のBSAま た はHSA量 は異 なっていた。
(2)Scatchardplot解析 にてMDA-MB-453ヒト乳癌細 胞表 面 の抗BSAmAb結 合部位 は2×
105/cellと算定 された。 また,10㎎/mlBSA含有培地 で48時 間培養 したMDA-MB-453細胞 表
面 には1㎎/mlBSA含有培 地 と比較 して約2倍 量のBSA分 子 が存在 していた。
(3)Cross-1inkerのsulfosuccinimidy12一(p-azido-salicylamido)ethy1-1,3'一di-thiopropionate
(SASD)を塒1で標識 した後,BSAま た はHSAと 反応 させ,次 いで,細 胞 と1時 間incuba七eし
た後,UV照 射 によ りcross-1inkingを行 った。次 に,細 胞 を可溶化,還 元状態でSDS-PAGE後,
オー トラジオ グラフィーにてBSAま たはHSAと 特異的 に結合す る成分 を分析 した。その結果,
ヒ トの内皮細胞の場合 と同様 に,MDA-MB453細胞表面 に存 在 す る18KDaのタ ンパ クとBSA
またはHSAと の特 異的な結合 を してい ることが示 され た。 さ らに,flowcytometryで検 出 され
る細胞表面BSAは 主 として18KDaタンパ クに結 合 して い る こと もimmunoprecipita七ion実験
にて証明 した。
6,化 学修飾 によるmAb非 特 異結合の抑制
最近で は種 々疾 患の診断,治 療 を 目的 と したmAbの 生体内投与が行なわれ るよ うにな った。
そ こでの大 きな問題点 は,細 網 内皮系 によ る非特異的 な捕捉 によってmAbの 目的部位 へ の ター
ゲ ッテ ィング効率が低 下す ることであ る。MAbの ターゲ ッテ ィング効率 を高 め るため の基 礎研
究 として,化 学修 飾によ り,mAbの 細胞 への結合特性が どのよ うに変化す るかにつ いて も検討
した。Hetero-bifunc七ional試薬N一(ε 一maleimidocaproyloxy)succinimide(EMCS)とpoly-
cysteineを用 い,抗BSAmAbを 様 々な結合 比率 で β一alanineまた はn-propylamineにて,酸
性 または疎水 性を強め るよ うに修飾 した。抗体に結合 した β一alanineまたはn-propylamine量の
増加 によって,mAbの 等電点 は低 下 した。修飾試薬 と抗体 との結合比 が1:16と1:40で 作成
した酸性mAbと16:1の 結合比 で合成 した疎水性mAbは 未修飾 のmAbと 同等 の抗原 に対す る
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反応性を有 していた。β一alanineで修飾された酸性mAbは癌細胞への非特異的結合が減少 した
が,n-propylamineで修飾 したmAbは逆に非特異結合が増大 した。以上の結果は,化 学修飾に
よるmAbの生体内投与時のターゲ ッティング効率改善の可能を示すと思われる。
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審 査 結 果 の 要 旨
血清アルブミンはその構造が明確なことから蛋白の一次並びに高次構造研究のモデルとして用
いられ,ま た細胞培養に多用される血清の主成分でもある。これらの一連の研究に当たっては,
血清 アルブミンに対する単 クローン抗体の利用が要望される。本研究においては,細胞培養にお
いて最 も汎用 されるウシ胎児血清の主成分であるウシ血清アルブミン(BSA)に対す る単 クロー
ン抗体を作成 し,その応用を計 ると共に,血清アルブミンの癌細胞への結合とその受容体を検索
し,さらに単 クローン抗体の化学的修飾による免疫非特異的な結合性の変化を検討 した。
先ず,BSAで免疫 したマウスの脾臓細胞をマウス ミエローマと融合 して作成 したハイブリドー
マからのクローンが産生す る単クローン抗体の性質を明 らかにし,抗原決定基(エ ピトープ)を
異にする3種の単 クローン抗体を選別 した(第2章)。
次にこれらの単 クローン抗体の応用にっいて検討 した(第3章)。その結果,2種 の単 クロー
ン抗体を用いたサンドイッチELISAにより0.5～75ngのBSAの定量が可能であること,ま た抗
体結合 ビーズを用いてのアフィニティークロマ トグラフィーにより培養培地中のBSAを殆 ど完
全に除去 しえることなどを明かにした。
癌細胞をBSAを含む培地中で培養 した場合,BSAはその細胞表面に強固に結合 し,結 合 した
BSAは蛋白分解酵素での処理,ま たはアルブミンを含まない培地中での長期間の培養 によって
は除去 されるものの,一般の洗浄によって細胞表面か ら除かれないことが示 された。マウス及び
ヒト由来の種々の培養系癌細胞は,そ の程度に違いはあるものの何れ もBSAとの結合能を示 し
た。また,ヒ ト血清アルブミン(HSA)もBSAと同様に各種の癌細胞に結合 し,血清 アルブ ミ
ンの癌細胞への結合は異種の関係のみな らず同種の関係においても起 こることが証明された。以
上の知見に基づいて,癌細胞表面には血清アルブミンに対する受容体が存在するものと予測 して
追及 した結果,分 子量18K:Daの蛋白が受容体として同定された(第4章)。
単クローン抗体 はこれまでそのままの形または化学療法剤や毒素の癌へのターゲティングにお
けるキャリアとして癌治療への利用が注目されてきたが,単 クローン抗体は正常臓器への免疫非
特異的な結合を示すことが,そ の利用の難点として挙 げられている。そこで単クローン抗体の免
疫非特異的な結合低減の目的で,抗BSA単 クローン抗体をモデルとして,酸 性基の導入効果を
検討 した。対照 として,疎水基導入効果 も併せて検討 した。架橋剤によりSH基に対す る官能基
をそれぞれ抗BSA抗体並びにβ一アラニン(酸性基として)ま たはn-propylamine(疎水基 とし
て)に導入 し,これらをpoly-L-cysteineに任意のモル比で結合させた。これ らの結合体 につい
て免疫非特異的な結合活性を検索 した結果,酸 性基の導入 による活性低下並びに疎水基導入によ
る活性増強がみられた。
以上の研究はBSA並びに抗BSA単クロー ン抗体を用いて,種 々の重要な新知見を得たことは
高 く評価され る。よって本論文は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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